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(57) Abstract: The invention concerns a method for indirectly extracting DNA target with a size greater than 300 kB from non- 
00 cultivable organisms contained in an environmental sample which consists in: grinding said sample in liquid medium; recuperating 
the resulting ground material; separating the organisms from the rest of the ground material by sedimentation on a cushion with 
density higher than 1; recuperating the organisms isolated at the surface of the cushion and incorporating it in an agarose block; 

O extracting the DNA by lysis in the agarose block; placing the block in an agarose gel which is subjected to at least pulsed field 
^ electrophoresis; finally, recuperating the extracted DNA strands. 
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(57) Abreg£ : Precede^ d'extraction indirecte de d*ADN cible de taille superieure a 300 kB d' organismes non cultivables contenus 
dans un echantillon environnemental selon lequel: on broie en milieu liquide ledit echantillon; on recupere le broyat obtenu; on 
s^pare les organismes du reste du broyat par sedimentation sur coussin de densite superieure a 1; on recupere les organismes isoles 
a la surface du coussin que Ton inclut dans un bloc d'agarose; on extrait l'ADN par lyse dans le bloc d' agarose; on positionne le 
bloc dans un gel d'agarose que Ton soumet a au moins une electrophorese en champs alternes, enfin, on recupere les brins d'ADN 
ex traits. 
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PROCEPE D 'EXTRACTION. INDERECTE DE L'ADN D f ORGANISMES NON 
CULTTVABLES ET APN SUSCEPTIBLE D'ETRE OBTENTJ PAR LEDIT 
PROCEPE 

5 

L'invention concerne un precede, d'extraction indirecte d'ADN, en particulier de 
fragments d'ADN de taille superieure a 300 kB, d'organismes non cultivables contenus 
dans un echantillon environnementaL EUe.se rapporte egalement a l'ADN, en particulier 
celui de taille superieure k 300 kB, susceptible d'etre obtenu par le precede, de meme qu 1 ^ 
10 une librairie d'ADN constitute des fragments d'ADN extraits par ledit precede. 

Dans le cadre de la recherche de molecules actives, et notamment de nouveaux 
antibiotiques, acides amines, enzymes, vitamines, on propose differentes methodes, dont 
le principe repose sur le criblage des metabolites produits par des organism es provenant 
15 de <H£f6rents environnements. Ainsi, des produits de toute premiere importance avec des 
activites antibiotiques, anticancereuses ou pesticides ont ete isoles a partir de 
microorganismes comme par exemple Streptomyces> Nocardia ou Actinoplanes etc... 

Le sol et les sediments constituent des environnements majeurs pour la recherche de 
20 nouveaux m6tabolites actifs, non seulement de par la quantity tres importante de micro- 
organismes qu'ils contiennent mais egalement en raison de Fimportante diversit6 de ces 
micro-organismes. On sait que le sol peut contenir de 10 9 a 10 11 bacteries par gramme, 
dont 1 % au maximum sont cultivables sur milieux synth6tiques (Voir AMANN R. L, 
% Ludwig W., Schleifer KH (1995) u Phylogenetic identification and in situ detection of 
25 individual microbial cells without cultivate 99 Microbiological review vol 59 N° 11 143- 
169; Whitman WB, Coleman DC, Wiebe WJ. 1998. Prokaryotes: the unseen majority 
Proceeding National Academy of Science USA, Vol 95: 6578-6583). 

Par ailleurs on 6value de 1000 a 10 000 le nombre d'especes bacteriennes par 
30 gramme de sol. Bn effet, par des techniques de reassociation ADN-ADN les resultats 
indiquent que la diversite gen^tique des microorganismes est certainement sup6rieure k 
4000 especes par 6chantiUon de sol (Torsvik et al. 1990, Applied Environemental 
Microbiology, 56:782-787). Toujours base sur des methodologies n'impliquant pas la 
culture in vitro des microorganismes, Torsvik V, Goksoyr J., Daae FL., Sorheim R., 
35 Michalsen J., Salte K. 1994, p.39-48 In Beyond the Biomass, K. Rite, J. Dighton and K.E. 
Giller (eds), John Wiley and Sons, Chichester indiquent que la diversite des especes 
bacteriennes peut atteindre 13000 especes pour lOOg de sol. Ainsi, en estimant k 10 10 
cellules bact6riennes par gramme de sol, une espece bacterienne doit etre representee par 
une moyenne de 10 6 cellules, meme pour les especes les plus rares. 
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Par ailleurs, les bacteries ont ete detectees dans un grand nombre d'environnement 
allant de la stratosphere jusqu'au fin fond des abysses, incluant les milieux les plus 
extremes en termes de conditions physico-chimiques. Ainsi, la diversite bacterienne 
5 s'explique par une diversite de localisation des populations de bacteries, tout d'abord au 
niveau des macro-environnements qu'elles ont colonises, mais aussi au niveau des micro- 
environnements qui caracterisent par exemple et de fa?on non limitative la structuration 
des sols comme d<§crit par Ranjar L., Poly F., Combrisson J, richaume A., Nazaret S. 
1998, A single procedure to recover DNA from the surface or inside aggregates and in 
10 various fractions of soil suitable for PCR-based assays of bacterial communities. 
European Journal of Soil Biology, 34 (2), 89-97. 

Un grand nombre d f 6tudes portant sur la diversite des bacteries, basees sur Tanalyse 
des genes d'ADN ribosomique ADNrl6S, revelent la presence de nombreux nouveaux 
15 phylums appartenant aux domaines des Archaebacteries mais aussi des bacteries. Le 
nombre de divisions bacteriennes identifies a triple en 10 ans. Ainsi, l'&iorme diversite 
des bacteries du sol est encore inconnue. Elle est peu consid&ree dans les travaux de 
recherche scientifique et n'est pas accessible et done pas exploitee au niveau industriel. 

20 L'un des objectifs poursuivis est d'acceder a cet enonne potentiel en extrayant 

PADN des 99 % de bacteries non cultivables restantes. 

Pour ce faire, une premiere solution consiste a ameliorer les milieux de cultures en 
augmentant les connaissances sur la physiologie des bacteries de sorte a les rendre 

25 cultivables et done diminuer le nombre de bacteries non cultivables. Une telle technique 
est mise en ceuvre depuis Torigine de la microbiologic et a donne de tres bons resultats. 
En effet, pres de 5000 microorganismes ont et6 decrits, tout environnement confondu. 
Aussi, plus de 40 000 molecules ont ete caracterisees et pres de la moitie presentent une 
activite biologique. Neamnoins, une telle technique presente Tinconvenient d'etre 

30 relativement lente et fastidieuse. 

Une autre solution consiste k extraire directement l'ADN des organismes non 
cultivables a partir de differents environnements par lyse chimique et/ou enzymatique tel 
que decrit par exemple dans les documents US-A-5 824 485, WO 97/12991, ou encore 
35 SUAU ANTONIA et al "Direct analysis of genes encoding 16S rRNA from complex 
communities reveals many novel molecular species within the humain gut " APPLIED 
AND ENVIROISIMENTAL MICROBIOLOGY, Vol 65, No 11, Novembre 1999, pages 
4799 et 4807, et ROCHELLE P.S. et al " A simple technique for electroelution of DNA 
from environmental samples " BIOTECHIQUES, Vol 11, No 6, 1991, pages 724, 726- 
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728. Les environnements consideres sont soit de type aquatique ce qui oblige une 
concentration des cellules bacteriennes comme rillustrent les travaux de Stein J.L., Marsh 
T.L., Wu K.Y., Shizuya H. and deLong R, 1996 - Characterization of uncultivated 
prokaryotes: isolation and alalysis of a 40-kilobas-pair genome fragment from a 
5 planktonic marine archaeon, Journal of Bacteriology, 178:591-599, soit terrestre. 

L*un des principaux inconv6nients que presente cette technique d'extraction directe 
est de conduire a Textraction d'ADN uniquement de faible taille, de l'ordre de 1 a 23 kS 
au maximum- En effet, les contraintes physico-chimiques qui sont imposees a l'ADN au 

10 cours de ce type ^experimentation conduisent a sa degradation. Frostegard A,, Courtois S. 
Ramisse V., Clerc S., Bernillon D., Le gall R, Jeannin P., Nesme X., Simonet P. 1999. 
Quantification of bias related to the extraction of DNA directly from soils. APPLIED 
AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, VOL 65 (12): 5409-5420, montrent 
clairement que l'amelioration des rendements d'extraction d'ADN notamment par des 

15 techniques de broyage ou de sonication entrainent une forte degradation de TADN 
recup6re. 

De plus, TADN extrait comprend TADN extra cellulaire contenu dans le sol mais 
axissi TADN eucaryotique (champignons, cellules vegetales, animates), procaiyotique 

20 (bacteries) et les autres organismes presents dans le sol (protozoaires...). II en resulte que 
les librairies d'ADN obtenues sont souvent fortement contaminSes par des clones 
bacteriens recombinants contenant de l'ADN non desire (eucaryotique, ADN 
extracellulaire degrade). Par ailleurs, les librairies ainsi constitutes sont caracteristes par 
des inserts d'ADN de petite taille (inferieure k 30Kb). Ces librairies ne sont done pas 

25 adaptees pour des applications telles que l'analyse de genomes ou de metagenomes 
complets ou encore la recherche, l'etude et l'exploitation de voies metaboliques completes 
ou presque completes. 

Du fait de la dilution des ADNs cibles par les ADNs non-cibles, il est des lors 
30 indispensable d'amplifier selectivement la proportion de TADN cible par PCR pour 
constituer des librairies d'ADN qualifiees, comme d6crit dans le document SUAU pr6cit6. 
Cette q)proche pr6sente la principale contrainte de ne pouvoir acceder qu'i une 
information genetique similaire k celle deja connue excluant de feit d'acc^der a des 
sequences d'ADN totalement nouvelles et originales. Neanmoins, Utilisation d'amorces 
35 PCR definies dans des regions tres conservees a permis d'isoler des genes dHnteret 
appartenant a des bacteries non isol6es comme decrit par exemple par Seow K., Meurer 
G., Gerlitz M., Wendt-Pienkowski E., Hutchinson C.R. and Davies J., 1997 - A study of 
iterative type It Polyketide Synthases, using bacterial genes cloned from soil DNA: a 
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means to access and use genes from uncultured microorganisms., Journal of Bacteriology, 
179:7360-7368. 

D'autres methodes de selection ont et6 d6veloppees. Ces methodes consistent k 
5 soumettre la communaute bacterienne k ime pression de s61ection permettant 
renrichissement de populations bact6riennes determinees. On esp&re ainsi acceder 
preferentiellement a rinformation genetique recherchee. D'autres selections se basant sur 
la composition de TADN (% GC) ou sa complexity ont egalement 6t6 d6crites comme par 
exemple dans le document WO 99/45154. 

10 

Le probleme que se propose de resoudre I'invention est done de developper un 
procede simple permettant d'extaire, de purifier, de separer et d'extraire des fragments 
d'ADN de grande taille, en particulier superieure a 300 kB, d'organismes non cultivables 
et principalement des bact<§ries. L'obtention de ces AJDNs de grande taille ainsi purifies et 
15 extraits, est une condition sine qua none a la realisation de librairies d'ADN g^nomiques 
et metag6nomiques qualifi6es dans le champs d'application. 

Un autre objectif de Finvention est de proposer un proc6d6 qxxi permette de purifier, 
de separer et d'extraire TADN cible exempt de toute contamination d'ADN, notamment 
20 eucaryote ou de TADN extracellulaire degrade, en vue de la realisation de librairies 
qualifiees. 

Un autre probleme que se propose de resoudre rinvention est de pouvoir appliquer 
le procede developpe sur de nombreux 6chantillons environnementaux, et notamment 
25 mais de fa9on non limitative, les vegetaux, les insectes, par exemple les arthropodes, les 
mollusques, les sponges, les crustaces, les plafhelmintes, les nematodes, les bioreacteurs 
tels que les biofilms, fermenteurs, boues activees et plus g6neralement les milieux 
aquatiques mais egalement des echantillons biologiques animaux (par exemple le lisier de 
pore, bol alimentaire du rumen) ou humaios. 

30 

S'agissant de ce dernier environnement, le document EP-A-0 939 118 decrit une 
m6thode d'extraction directe d'ADN et d'ARN & partir de feces, selon laquelle la matiere 
est m&angee en milieu detergent avant d'Stre soumise k Textraction proprement dite de 
T ADN et de TARN dans un solvant appropri6. Aucune indication n'est donnee concernant 
35 la taille de 1* ADN extrait mais on peut s'attendre k extraire des petits jfragments. En outre 
et de mdme que precedenament, on assiste k une contamination de TADN cible par de 
TADN eucaryote. 
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L'objectif de l'invention est done de proposer un procede d'extraction indirecte de 
TADN cible d'organismes non cultivables contenus dans des d'echantillons 
environnementaux, pennettant d'obtenir des fragments d'ADN specifiques et de taille 
superieure a 300 kB susceptibles d'etre clones par les techniques usuelles connues de 
5 rhomme du metier. De fait, cet ADN permettra la constitution de libraries d'ADN 
qualifiees offrant une meilleure representativite des genomes ou des metagenomes 
consideres. 

Pour ce feire, 1'invention propose un procede d'extraction indirecte de d'ADN cible 
10 de taille superieure a 300 kB d'organismes non cultivables contenus dans un echantillon 
environnemental selon lequel : 

• on broie en milieu liquide ledit echantillon ; 

• on recupere le broyat obtenu ; 

• on separe les organismes du reste du broyat par sedimentation sur coussin de 
15 densite superieure a 1 ; 

• on recupere les organismes isol£s a la surface du coussin que Ton inclut dans un 
bloc d'agarose ; 

• on extrait 1'ADN par lyse dans le bloc d'agarose ; 

• on positionne le bloc dans un gel d'agarose que Ton soumet k au moins une 
20 eiectrophorese en champs altemes , 

• enfin, on recupere les brins d'ADN extraits. 

Le Demandeur a constate que la separation pr6alable des organismes du reste du 
broyat par sedimentation stir coussin de densite, puis lyse de ces organismes directement 

25 dans un bloc d'agarose permettaient de separer et d'obtenir, grace a la mise en ceuvre 
d'une 61ectrophor6se en champ pulse, des fragments d'ADN de taille sup6rieure k 300 kB. 
En effet, cette fa9on de proceder permet de ne jamais manipuler directement TADN, 
evitant ainsi toute degradation due k des phenomenes de contraintes mecaniques ou 
enzymatiques. De plus, le procede de l'invention permet une purification selective et 

30 importante des fragments d'ADN recherch,6s en s'afGranchissant des inevitables pertes 
d'ADN liees aux methodes classiques de purification (extractions organiques, 
. pr6cipitations, methodes d'echange d'ion etc...)- En outre, pour ne pas alterer l'int6grite 
des fragments d'ADN, particuliferement dans le cas de fragments d'ADN de grande taille 
ou ne pas affecter les efficiences de clonage ulterieur, les etapes de preparation des 

35 fragments d'ADNT sont avantageusement effectuees sans intercalant (bromure d'ethidium 
etc. . .), ni de visualisation aux UVs. 

S'agissant de l'etape de separation des organismes du reste du broyat, le choix de la 
densite du coussin sera fonction de la 'densite de Porganisme qui doit etre separe des 
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autres constituants du broyat. Ainsi, lorsqu'il s'agit de separer la fraction bact6rienne du 
reste des organites et debris, on sait que celle-ci presente, en fonction des espdces, une 
densite qui peut vaiier de 1 a 1,4. Selon les cas, la densite des coussins utilises sera ajustee 
afin d'optimiser la separation de la fraction bacterienne des autres constituants du broyat. 

5 

Dans un mode de realisation prefere, on fera suivre P6tape de separation des 
organismes par une etape de centrifiigation sur gradient de densite isopycnique, 
pennettant ainsi de separer les organismes en fonction de leur densite. 

10 Par ailleurs et selon une caracteristique avantageuse du proced6 de Finvention, on 

accelere l'etape de sedimentation par centrifiigation. 

La technique d'electrophorese en champ alterne est parfaitement connue de 
Thomme du metier et plus particulierement decrite dans les document US-A-5 135 628 et 
15 dans la revue " le technoscope de biofiitur " N°127 d'octobre 1993, de sorte qu'il ne sera 
pas revenu sur son principe plus avant. 

Avantageusement, on soumet les brins d'ADN separes et purifies k Tissue de l'etape 
d'electrophorese en champs alternes (ci-apres denommee premiere migration 

20 electrophoretique), a une etape de restriction enzymatique suivie d'au moins une 
electrophorese en champs alternes (seconde migration electrophoretique). Dans ce cas, la 
premiere migration electrophoretique est utilisee pour extraire les fragments d'ADN de 
grande taille et les separer des debris cellulaires. En pratique, on decoupe les zones de gel 
contenant les ADNs de taille souhaitee (par exemple superieure a 300 kB) dans une 

25 approche preparative. Les fragments d'ADN inclus dans les blocs d' agarose ainsi obtenus 
sont alors soumis a une restriction enzymatique directement dans le bloc d'agarose ou 
eventuellement, aprds extraction de FADN de Tagarose. Les blocs d' agarose contenant les 
ADNs digeres sont alors de nouveau positionnes dans un gel d' agarose et sont alors 
soumis a au moins une migration electrophoretique permettant de separer et purifier les 

30 ADNsdiger6s. 

Dans un premier mode de realisation, Tetape de restriction enzymatique est suivie de 
deux 61ectrophor6se en champs alternes (respectivement seconde et troisieme migration 
Electrophoretique). 

35 

En pratique, les blocs d'agarose contenant les fragments d'ADN dig&res sont 
positionnes dans un second gel de maniere excentree. Le gel est successivement 
positionne dans la cuve d'electrophorese en champs alternes, dans un sens (seconde 
migration) puis dans le sens oppose (troisieme migration). Au cours de la seconde 
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migration electrophoretique de courte duree, le positionnement du gel dans un champs 
electrique homogene permet de faire sortir du gel les petits fragments d'ADN, en 
maintenant les grands fragments dans le gel. Au cours de la troisierne migration, le gel est 
positionne dans l'autre sens et les grands fragments peuvent etre separes selon leur taille. 
5 Le demandeur a constate que la double migration permettait d'Sliminer les fragments de 
petite taille enchevetres dans les fragments d'ADN de la taille souhaitee. 

Dans un second mode de realisation, Tetape de restriction enzymatique est suivie de 
trois electrophoreses en champs alternes (respectivement seconde, troisierne et quatrieme 
1 0 migration electrophoretique). 

En pratique, apres la seconde migration electrophoretique une bande d'agarose 
contenant les fragments d'ADN digeres de la taille souhaitee est decoupee et remise en 
place, en orientation inverse, dans un nouveau gel strictement identique. Ce gel est sounds 

15 a la m&ne migration electrophoretique (troisierne migration). La mobilite propre de 
chaque fragment d'ADN, en tous points de la zone d'agarose decoupee, etant conserv6e 
entre la seconde et la troisierne migration, tous les fragments d'ADN migrent in fine vers 
une meme zone concentree du gel. Le demandeur a constate que les fragments d f ADN de 
petite taille enchevetres dans les fragments d'ADN de la taille souhaitee (contenu dans la 

20 zone de gel oft l'ADN est concentr6) pouvaient etre elimines en soumettant cette zone de 
gel ou ce gel a une quatrieme migration Electrophoretique en champs alternes selon une 
orientation identique a celle de la troisierne migration. Cette derniere migration est 
caracterisee par des parametres tres peu separatife n'afifectant que les petits fragments 
d'ADN. 

25 

Enfin et dans les deux modes de realisation, on recupere les brins d'ADNs ainsi 
prepares (purification, digestion, selection, concentration) par les techniques connues de 
rhomme du metier, telles que par exemple, electrocution (comme par les systdmes 
commercialises par les society Biorad et Schleicher & Schuell), digestion de Y agarose (en 
30 utilisant les enzymes commercialisees comme la p-agarase commercialisee par New 
England Biolabs ou la gelase Epicentre Technologies et selon les instructions des 
fournisseurs), utilisation de kits commercialises (Nucleo Trap DNA extraction Kit, 
Clontech; Gene Clean turbo spin BIO101) et connus de rhomme du metier. 

35 En d'autres termes, la combinaison du broyage, de la sedimentation di£F6rentielle, 

de la lyse du bloc d'agarose et de la succession d'etapes d'61ectrophorfeses en champs 
alternes, permet, 

de purifier FADN en 61iminant tout debris inherant a la lyse des cellules 
incluses dans le bloc, - 
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d'obtenir de TADN concentre a la taille souhait6 



Autrement dit, le proc6de developpe dans Tinvention permet non seulement de 
5 purifier, separer et visualiser TADN par electrophorese sur gel, mais aussi de r6cuperer cet 
ADN en controlant prScisement la taille des ADNs requise pour les etapes ult&ieures de 
clonage. I/ADN ainsi obtenu peut servir de matrice pour etre clon6 par des techniques 
classiques. Ces techniques peuvent utiliser soit la restriction enzymatique (bouts coh6sife), 
soit le clonage bouts francs ou encore la synthase de queues homopolymeriques 

10 complementaires sur Tinsert et le vecteur comme il est decrit dans Sambrook J., Fritsch 
EF., Maniatis T. 1989. Molecular Cloning: a laboratory manual II edition, Cold Spring 
Harbor laboratory, N.Y. L f inconvenient majeur que pr6sente la restriction enzymatique, 
est la selection engendree par les sites de reconnaissances des enzymes de restriction 
utilisees. De fait, la restriction affecte inegalement les fragments d'ADN a taux GC 

15 variables. La ligation bouts francs et la synthese de queues homopolymeriques 
complementaires permet d'eviter toute selection des fragments d f ADN. 

De plus, de nombreux vecteurs de clonage ou d'expression ont deja 6te decrits dans 
Tart anterieur. II s'agit de maniere non limitative de plasmides largement commercialises, 

20 des phagemides comme par exemple (Bluescript pSK), des vecteurs derives de phages 
comme par exemple ceux commercialises par la soci6te Stratagene (Lambda DASH II et 
ZAP II), des cosmides comme par exemple ceux commercialises par Stratagene 
(SuperCos et pWE15) et Epicentre TEBU (pWED cosmid cloning kit), des fosmides 
comme celui decrit par Kim UJ., Shizuya H., de Jong PX, Birren B. and Simon M.I., 

25 1992 - Stable propagation of cosmid sized human DNA inserts in a F factor based vector, 
Nucleic Acids Research 20(5): 1083-1085), des chromosomes artificiels PAC comme 
decrit par Ioannou P.A., Amemiya C.T., Games J., Kroisel P.M., Shizuya H., Chen C, 
Batzer M.A. and de Jong P., 1994 - a new bacteriophage Pl-derived vector for the 
propagation of large human DNA fragments, Nature Genetics, 6:84-89, ; BAC comme 

30 decrit par Shizuya H., Bruce Birren, Ung-Jin Kim, Valeria Mancino, Tatiana Slepak, 
Yoshiaki Tachiiri, and Melvin I. Simon, 1992 - A bacterial cloning system for cloning 
large human DNA fragments., Proc. Natl. Acad. ScL, 89:8794-8797.) et YAC comme 
decrit par Larin Z., Monaco AJP. and Lehrach H., 1991 - Yeast artificial chromosome 
libraries containing large inserts from mouse and human DNA, Proc. Natl. Acad Sci. , 

35 88:4123-412. Les vecteurs, techniques de pr6paration des vecteurs, les techniques de 
clonage ont fait Tobjet de nombreux travaux et sont d6ja largement decrits. 

Comme deja dit, un des objectifs du procede de Tinvention est qu'il puisse s'adapter 
a une grande variete d'envkonnements. - 
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Dans la suite de la description et dans les revendications, par "organisme non 
cultivable", on designe tout organisme non cultivable sur milieu synth6tique tel que 
notamment, mais de fa$on non limitative, les procaryotes, tels que les bacteries 
5 (endosymbiotes ou parasites), les archebacteries, les protistes. 

Bien entendu, le proc6de de rinvention permet dans le meme temps d'isoler les 
organismes cultivables dans la mesure ou la sedimentation sur coussin ne permet pas de 
distinguer les bacteries cultivables des bacteries non cultivables. 

10 

De meme, par le terme "echantillon environnementaV\ on designe aussi bien le sol 
et les sediments que les vegetaux, les insectes, par exemple les arthropodes, les 
mollusques, les eponges, les crustaces, les plathelmintes, les nematodes, les bioreacteurs 
tels que les biofilms, fennenteurs, boues activees et plus g&ieralement les milieux 
15 aquatiques mais 6galement des echantillons biologiques animaux (par exemple le lisier de 
pore, bol alimentaire du rumen) ou humains et de maniere avantageuse toute fraction 
obtenue a partir de ces environnements presentant un avantage quantitatif (forte 
concentration bacterienne) ou qualitatif (sp6cificit6 de la communaut6 ou population 

n 

bacterienne). 

20 

Dans la suite de la description, le precede objet de rinvention est plus 
particulierement decrit en relation avec Textraction d'ADN de la flore bacterienne non 
cultivable contenue dans les drosophiles, le sol, et les feces d'origine humaine. 

25 Ainsi, dans une premiere forme de realisation, P£chantillon environnemental est un 

insecte. En effet, paimi les organismes non cultivables presentant un interet potentiel, sont 
egalement connues les bacteries endosymbiotes, et notamment celles du genre Wolbachia. 
Ce type d'endosymbiotes est present chez bon nombre d'invertebres et notamment 
d'aithropodes, en particulier chez les drosophiles. On retrouve egalement ces bacteries 

30 chez les mollusques. Plus particulierement, les bacteries du genre wolbachia sont 
preferentiellement localisees dans les organes reproducteurs des insectes comme decrit par 
Werren JH. 1997. Biology of wolbachia.Awmal Review of Entomology. 42, 587-609. 
Pour extraire exclusivement TADN bacterien plut6t que l'ADN nucl6aire, le precede de 
rinvention est conduit a partir d'oeufs non f6condes de drosophiles done de femelles 

35 vierges. 

Par ailleurs, le Demandeur a constate que dans le cas des insectes et plus 
particulierement de la drosophile, un broyage menage suivi d'une filtration puis d'une 
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centrifugation permettait d'optimiser la separation ulterieure de la fraction majoritairement 
bacterienne du reste du broy£t. 

Dans une deuxieme forme de realisation de llnvention, l'echantillon 
5 environnemental est un echantillon de sol ou une sous-fraction granulometrique comme 
par exemple decrit par Hattori T. 1988. Soil aggregates as microhabitats of 
microorganisms. Biology and Fertility of Soils. 6, 189-203, et par Jocteur-Monrozier L, 
Ladd IN, Fitzpatrick RW, Foster R.C., Raupach M. 1991. Components and microbiomass 
content of size fractions in soils of contrasting aggregation. Geoderma, 49, 37-62. 

10 

Selon un exemple de realisation avantageux mais non limitatif, le sol utilis6 est une 
fraction de la couche superficielle du sol. 

Dans une premiere forme d' execution, le broyage de Techantillon de sol peut etre 
15 effectue de maniere pr&ferentielle mais non exclusive dans un tampon de saccharose dont 
la concentration est egale a 30 millimoles par litre, d'EDTA dont la concentration est 
egale a 25 millimoles par litre et de TES dont la concentration est egale a 50 millimoles 
par litre. On entend par broyage, toutes methodes qui permettent de disperser les cellules 
bacteriennes des autres constituants. 

20 

Par ailleurs, l'etape de broyage comprend successivement : 

♦ un premier broyage energique de l'echantillon ; 

♦ une centrifugation de lavage; 

♦ la reprise du culot dans une solution tampon physiologique; 
25 ♦ deux broyages energiques complementaires. 

Bien entendu, les. conditions de broyage et de centrifugation sont dependantes de la 
masse de materiel de depart mise en oeuvre. S f agissant plus particulierement de la 
centrifugation, elle est conduite a une vitesse comprise entre 5 000 et 10 000 rpm, 
30 avantageusement 6 000 rpm, pendant 5 a 15 minutes, avantageusement 10 minutes. 

Le Demandeur a constate que de fe9on tout-i-fait surprenante, cet enchainement 
d ? 6tapes permettait d'optimiser la separation ult&ieure des organismes non cultivables du 
reste du broyat. 

35 

Dans un second mode d' execution, le broyage de rechantillon de sol est effectue 
dans une solution tampon de NaCl a 0,8%. 
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Dans une troisieme forme de realisation, T6chantillon environnemental se presente 
sous forme dhm echantillon biologique humain ou animal. Dans un mode de realisation 
avantageux, Techantillon biologique est constitue par des feces d'origine humaine. 

5 Pour permettre de separer la flore intestinale de la matidre solide, le broyage est 

suivi d*une etape de filtration. De meme que precedemment, par broyage on entend tous 
syst&me de dispersion des micro-organismes. 

S'agissant des milieux aquatiques, une concentration prealable de F6chantillon 
10 pourra Stre rendue nScessaire en fonction de son volume initial. Notamment, une approche 
preferee sera Tutilisation des techniques de centrifiigation en flux continu comme d6crit 
par exemple dans Centrifiigation a practical approach (2 nd). 1984. Eds, D Rickwood 
&B.D. Hames QORL Press, Oxford, Washington DC) 

15 Pour tous ces 6chantiUons environnementaux decrits de fagon non limitative, la 

separation des organismes non cultivables du reste du broyat est effectu6e comme deja dit, 
par sedimentation sur coussin de densite superieur a 1. En pratique, on utilise au choix 
une solution de Nycodenz, Percoll, Ficoll, Metrizamide, Iodixanol, que Ton positionne au 
fond d'un tube sous le broyat La sedimentation differentielle s'etablit au fond du tube 

20 pour les particules tres denses et de fagon ordoimee sur le coussin pour les autres. Comme 
deja dit, cette sedimentation peut etre acceleree par centrifiigation. 

Selon une caracteristique avantageuse du precede de l'invention, la fraction 
contenant les organismes recuperes a Tissue de Tetape de sedimentation est soumise k 
25 deux etapes de centrifiigation ult6rieures successives de lavage par Teau, k une vitesse 
comprise entre 6 000 et 10 000 rpm et une temperature comprise entre 3 et 5° C, 
avantageusement 4° C. 

Par ailleurs, pour permettre d'extraire le maximum d f ADN, le melange constitue par 
30 les organismes cultivables et non cultivables inclus dans un bloc d'agarose k Tissue des 
deux etapes ulterieures de centrifiigation est soumis a deux lyses successives : 

• tout d'abord ime premiere lyse dans un tampon a base de lysosyme et 
d'achromopeptidase ; 

• puis, une seconde lyse dans un tampon a base de lauryl-sarcosyl k 1 % et de 
35 proteinase. 

Pour permettre la separation des fragments d'ADN, le bloc d'agarose incorporant les 
organismes lyses est soumis a une 61ectrophorese en champs alternes en gel d'agarose. 
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En pratique, les gels d'agarose sont des gels ultrapurs low melting point (high 
molecular grade) a une concentration de 0,8% (0,7 a 1,2%) de maniere avantageuse. De 
maniere prfeferentielle mais non limitative, les migrations electrophoretiques sont 
conduites sous une tension de 150V pendant des durees variables de 1'ordre de 10 a 24 
5 heures. La variation des impulsions (par exemple de 1 a 5 secondes jusqu'i 10 a 25 
secondes) permettent d'obtenir les separations optimales selon la taille des fragments 
d'ADN desires, de controler et d'optimiser la separation des fragments d'ADN desires 
selon la taille. 

10 Comme deja dit et dans une forme de realisation preferee, on soumet les brins 

d'ADN separes et purifies k Tissue de Tetape d'electrophorSse (premiere migration 
electrophor&ique) en champs alternes, a une etape de restriction enzymatique suivie d'au 
moins une electrophorese (seconde migration 61ectrophor6tique). 

15 Dans ce cas, la premiere migration Slectrophoretique est utilis6e pour extraire les 

fragments d'ADN de grande taille et les separer des debris cellulaires. Des conditions 
electrophoretiques tres separatrices peuvent Stre avantageusement utilisees comme par 
exemple des impulsions de 10 a 25 secondes pendant 20 heures (150V). Cette migration 
preparative permet la recuperation de fragments d'ADN superieure a 300 Kb. 

20 

L'ADN d'une taille superieure a 300 Kb contenu dans l'agarose est d6coupe et 
soumis a une restriction enzymatique dans l'agarose. Les quantites d'enzymes utilisees 
ainsi que le temps duplication dependent notamment de Tactivite propre de Tenzyme et 
de la quantite d'ADN en presence. 

25 

Dans un premier mode de realisation, le nombre d' electrophoreses est au nombre de 

deux. 

Dans ce cas, les blocs d'agarose, contenant les ADNs digeres, sont a nouveau 
30 positionnes dans un gel d'agarose et soumis a une ou plusieurs electrophoreses en champs 
. alternes pour separer et purifier les ADNs digeres dans le meme gel. Avantageusement, on 
soumet les ADNs digeres a deux electrophoreses en champ alteme correspondant a une 
double migration electrophoretique. Dans un champs Slectrique homog&ne et constant, le 
gel est positonne altemativement dans un sens, et dans le sens strictement oppos6. Au 
35 cours de la premiere migration electrophoretique le sens du champs 61ectrique permet de 
faire sortir les petits fragments d'ADN hors du gel. En effet, le positionnement excentre 
des blocs d'agarose permet, du cote le plus court, de faire sortir les petits fragments 
d'ADN tout en maintenant les grands fragments dans le gel. Dans une deuxieme 
migration, le gel est positionne dans l'autre sens et les grands fragments d'ADN peuvent 



BNSDOCID: <WO 0181357A2 I > 



WO 01/81357 PCT/FR01/00992 

13 

ainsi etre separes selon leur taille- Les conditions de la premiere migration sont de 
maniere preferentielle 10/25 secondes pendant 4 heures. Les conditions de la deuxieme 
migration sont de maniere preferentielle de 10/25 secondes pendant 20 heures. 

5 Dans un second mode de realisation, le nombre d'electrophoreses est au nombre de 

trois. 

Dans ce cas, une seconde migration electrophoretique separatrice, dans un gel 
constitue de 100 ml d'agarose ultrapur low melting point (Biorad) a 0,8%, pennet de 
10 s6parer les fragments d'ADN digeres selon leur taille (par 5/15 secondes pendant 17h sous 
une tension de 150V). 

On concentre les fragments d'ADN de la taille ctesiree en reprenant le bloc d'agarose 
et en le soumettant a une migration retour (troisieme migration) (positionnement du bloc 
15 d'agarose en sens inverse sur un nouveau gel). Le gel et les conditions de migration 
electrophoretiques doivent etre absolument identiques. 

Une derni&re migration (quatrieme migration) electrophoretique est effectuSe afin 
d'&iminer les petits fragments d'ADN enchevetres dans les fragments d'ADN de taille 
20 souhaitee. Cette 61ectrophorese est conduite dans des conditions tres peu separative 
n'affectant que les petits fragments (impulsions de 1/5 secondes pendant 10 heures sous 
une tension de 150V). 

Le fait de maintenir les fragments d'ADN dans l'agarose, et de n'utiliser ni 
25 intercalants ni visualisation aux UVs pennet de preserver la quality et l'integrite d'ADN de 
grande taille. 

Comme deja dit, l'invention concerns egalement l'ADN de taille superieure a 300 
kB, susceptible d'etre obtenu par le procede ci-avant d6crit L'ADN ainsi obtenu peut 

30 presenter, selon les diff&rents modes de realisation du procede, des extr&nites "cohesives" 
(lorsqull a fait l'objet de restriction enzymatique), des extremitSs "bouts francs" (lorsqu'il 
a fait l'objet dhme cassure mecanique et de reparation enzymatique de type Klenow ou T4 
DNA polymerase par exemple) ou en fin des queues homopolymeriques (lorsqu'il a fait 
l'objet d'un traitement par l'enzyme Terminal traosferase). Toutes ces techniques sont d6ja 

35 largement documentees (Current protocols in molecular biology, Eds FJVf. Ausubel, R. 
Brent, R.E. Kingston, D.D. Moore, J.G. Seidman, LA. Smith et K. Struhl.; Published by 
Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience. Cet ADN pouvant etre utUis6 dans 
toutes experimentations de biologie moleculaire, comme par exemple et de maniere non 
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clonage adaptees, connues de ITiomme du metier. 

Etant donne la purete et la taille de PADN, tons types de vecteurs de clonage ou 
5 d'expression peuvent etre utilises. Par exemple et de maniere non limitative, ces vecteurs 
sont de types: 

Phagemide: pBluescript SK+ (pSK+) (Henne A., Daniel R., Schmitz R.A. 
and Gottschalk G, 1999 - Construction of environmental DNA librairies in 
Escherichia coli and screening for the presence of genes conferring utilization 
10 of 4-Hydroxybutyrate., Applied and Environmental Microbiology.,65:3901-390 

Vecteurs derives de phage: lambda ZAPII Cottrell M.T., Moore J.A. and 
Kirchman D.L., 1999 - Chitinases from uncultured marine microorganisms., 
Applied and Environmental Microbiology, 65:2553-2557 

Cosmid vecteur pCPP47; Bauer D.W. and Collmer A., 1997 - Molecular 
15 cloning, chacterization, and mutagenesis of a pel gene from Pseudomonas 

syringae pv. Lachrymans encoding a member of the Erwinia chrysanthemi 
PelADE family of pectate lyases, Molecular Plant-Microbe Interactions, 10:369- 
379 

Fosmid pFOSl (vecteur dScrit par Kim UJ., Shizuya H., de Jong P. J., 

20 Birren B. and Simon M.L, 1992 - Stable propagation of cosmid sized human 

DNA inserts in a F factor based vector, Nucleic Acids Research 20(5): 1083- 
1085) Stein J.L., Marsh T.L., Wu K.Y., Shizuya H. and deLong E., 1996 - 
Characterization of uncultivated prokaryotes: isolation and alalysis of a 40- 
kilobas-pair genome fragment from a planktonic marine archaeon, Journal of 

25 Bacteriology, 178:591-599 

PAC vecteur Derive du bacteriophage PI (pCYPAC-1), Ioannou P.A., 
Amemiya C.T., Games J., Kroisel P.M., Shizuya H., Chen C, Batzer M.A. and 
de Jong P., 1994 - a new bacteriophage Pl-derived vector for the propagation of 
large human DNA fragments, Nature Genetics, 6:84-89 

30 - BAC vecteur pBeloBACl 1 (pSK+) (vecteur decrit par Shizuya H., Bruce 

Birren, Ung-Jin Kim, Valeria Mancino, Tatiana Slepak, Yoshiaki Tachiiri, and 
Melvin I. Simon, 1992 - A bacterial cloning system for cloning large human 
DNA fragments., Proc. Natl. Acad. Sci., 89:8794-8797.); Shizuya, H., Birren, 
B., Kim, U.-J., Mancino, V., Slepak, T., Tachiiri, Y. and Simon, M., 1992 - 

35 Cloning and stable maintenance of 300-kilobase-pair fragments of human DNA 

in Escherichia coli using an F-factor-based vector., Proceeding of National 
Academy of Science, 89, 8794-8797.; Woo, S.-S., Jiang, J., Gill, B.S., Paterson, 
A.H. and Wing, R.A., 1994 - Construction and characterization of a bacterial 
artificial chromosome library of Sorghum bicolor., Nucleic Acids Research, 22, 
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4922-493 L; Rondon, MJL, Rafifel, S.J., Goodman, MJL and Handelsman, J., 
1999 - Toward functional genomics in bacteria: Analysis of gene expression in 
Escherichia coli from a bacterial artificial chromosome library of Bacillus 
cereus, Proceeding of National Academy of Science, 96:6451-6455. 
5 YAC vecteur pYAC4, Larin Z., Monaco AJ\ and Lehrach H., 1991 - 

Yeast artificial chromosome libraries containing large inserts from mouse and 
human DNA, Proceeding of National Academy of Science, 88:4123-4127 

La ligation entre les difierents vecteurs possibles et les fragments d'ADN peut se 
10 faire de fa?on classique comme decrit par les foumisseurs selon le type d'enzyme utilisee 
comme par exemple (T4 DNA ligase, Societes Roche ou Life Technologies; Fast Link 
DNA ligation Kit, Societe Epicentre Technologies) ou en gel comme d6crit par exemple 
par la Societe Epicentre Technologies dans le pWEB Cosmid Cloning Kit. 

15 . La transformation ou l'encapsidation (selon le vecteur utilise) ont ete largement 
decrites, comme par exemple dans Current Protocols in Molecular Biology, Eds F.M. 
Ausubel, R. Brent, R.E. Kingston, D.D. Moore, J.G. Seidman, LA. Smith et IL Struhl.; 
Published by Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience ainsi que dans les 
instruction des foumisseurs. 

20 

L'invention se rapporte enfin aux librairies d'ADN ainsi constitutes par les 
fragments d'ADN obtenus par le precede precedemment decrit et de maniere non- 
limitative pour leur utilisation pour des criblages moteculaires, phenotypiques ou 
chimiques. 

25 

L'invention et les avantages qui en decoulent ressortiront mieux des exemples de 
realisation suivants a l'appui des figures annexees. 

La figure 1 repr6sente le profil de migration de TADN bact6rien extrait selon 
30 Texemple 1 (piste 2), selon Fexemple 2 (piste 3) et Fexemple 3 (piste 4). 

La figure 2 represente le profil de migration de PADN bact6rien extrait selon 
Texemple 2, a Tissue de la seconde migration (2A) et de la troisieme migration (2B). 

35 EXEMPLE 1 : EXTRACTION D'ADN DE BACTEREES END O S YMBIOTES DU 
TYPE WOLBACHIA A PARTTR D y OETJFS DE DROSOPHELES 

I - Materiel de depart : 10 a 20 000 oeufs non fecondes de femelles vierges de 
Drosophila simulans sont mis en solution dans environ 500 |il de NaCl 0,8 %. 
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L'utilisation d'oeufs non fecondes est essentielle dans la mesure oii elle permet 
d'extraire majoritairement de TADN bacterien avec une charge minimale d'ADN 
nucleaire. 

5 

n - Broyage du materiel : le broyage est effectu6 de fa9on menagee dans un microtube 
de 1,5 ml au moyen dhin piston sterile en polypropylene avec ajout de sable de 
Fontainebleau sterile. Le broyage comprend les etapes suivantes : 
broyage de 2 minutes dans la glace ; 
10 - breve centrifugation a 4 000 rpm a une temperature de 4° C ; 

recuperation du surnageant trouble dans un tube Ultraclear 38 ml Kontron; 
remise en suspension du culot par 500 yl de NaCl 0,8 % ; 
on repete les etapes a) a d) sur le meme echantillon ; 
les surnageants des 3 broyages sont repris dans un tube ultraclear. 
15 - le dernier culot de broyat est repris et filtre sur coton st&ile par du NaCl 

0,8 % qsp 20 ml ; 

on recupere le filtrat qu'on ajoute au surnageant de f7 

TTT - Realisation de Petape de sedimentation sur gradient de density 

20 On prepare une solution de NYCODENZ a 30 % poids/volume (15 g dans 50 ml 

d'eau ultrapure) correspondant a une densite de Tordre de 1,16. On met alors en place un 
coussin de 10 ml de NYCODENZ dans le tube ultraclear, au moyen dhme pipette, soixs la 
suspension issue du broyage. La sedimentation est alors acceleree pendant 30 minutes a 
une temperature de 4° C par centrifugation a 9 000 rpm au moyen d'un rotor a godet 

25 mobiles, avec firein, du type TST 2838 (KONTRON). 

IV - Traitement de la fraction bacterienne 

A Tissue de l'6tape de sedimentation, on observe par microscopie optique dans le 
tube ultraclear plusieurs couches successives de baut en bas : 
30 • couche 1 : fraction trouble avec debris fins en suspension et ponctuations visibles 

au microscope correspondant a des bact^ries et des mitochondries ; 

• couche 2 : fraction translucide avec ponctuations visibles au microscope ; 

• couche 3 : fraction blanchatre avec de tres nombreuses ponctuations comprenant 
des bact6ries en majorite, ainsi que desjcoitochondries ; 

35 • couche 4 : fraction translucide sans aucune structure visible au microscope 

correspondant au coussin dense de NYCODENZ ; 

• couche 5 : un culot blanchatre correspondant aux debris non retenus par la 
filtration swr coton. 
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4 k 5 ml de la fraction bacterienne sont recuperes a partir de la couche 3 au moyen 
d'un cone sterile. Le volume recupere est ensuite repris par 20 ml d'eau ultrapure. On 
procede alors a une nouvelle centrifiigation a une vitesse de 9 000 ipm a une temperature 
de 4° C pendant 15 minutes avec freio, pour culotter les bacteries. On observe que les 
5 ponctuations contenues dans les couches 1 et 2 ne peuvent etre culottSes, ce qui sugg&re 
qu'elles comprennent des bacteries et mitochondries degradees. Le surnageant obtenu k 
Tissue de la premiere etape de centrifiigation est elimine et le culot bact6rien est repris par 
environ 1,5 ml d'eau ultrapure. On procede ensuite k une nouvelle centrifiigation de lavage 
a 9 000 rpm a 4° C pendant 5 minutes. On elimine enfin le surnageant, puis on conserve le 
10 culot k -20° C. 

V - Preparation des blocs d'agarose et lyse 

Le culot bactSrien en sortie de NYCODENZ est repris par 100 jal de Tris EDTA 
TE 10 19 [pH 8,0]. Cette suspension bacterienne est m&angee vol/vol a 100 \il dans un bloc 
15 d'agarose low melting point (BIORAD) eqirilibr6 k 55° C. Le bloc est coule dans des 
moules (plug mould BIORAD) k raison de 100 jxl par moule. Les moules sont maintenus 
sur de la glace pendant 20 minutes. Les plugs sont delicatement demoul6s pour etre repris 
dans un tube o& la lyse est effectuee. 

20 Premiere 6tape de lyse 

Chaque bloc est repris en tube Venoject sterile 5 ml par 3 ml de tampon de lyse 1 
(TE iai , [pH 8,0], lysosyme 5 mg/ml, achromopeptidase 0,5 mg/ml). 
On incube 2 heures a 37° C. 

25 Seconde etape de lyse 

On elimine le tampon de lyse 1 . 

On reprend chaque bloc dans 3 nod de tampon de lyse 2 (TE lo; „ [pH 8,0], lauryl- 
sarcosyl 1 %, proteinase K 100 |ig/ml). 
On incube 2 heures a 55° C. 

30 

On effectue trois rinfages successifs des plugs de 30 minutes, dans 3 ml de TE X01 , 
[pH8,0], 

35 VI - Electrophorese en champ alterne 

On positionne chacun des blocs dans les puits d'un gel d'agarose constitue de 100 ml 
d'agarose low melting point (BIORAD) a 0,8 %. On soumet le gel d'agarose a ime 
electrophorese en champ altern6 au moyen d'lm dispositif Chef DR II Pulsed Field 
Electrophoresis System (BIORAD). Oxr utilise un tampon de migration constitue de Tris 
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Borate EDTA (0.5x). La migration electrophoretique est conduite sous une tension de 
150V pendant 22 heures. Des impulsions de 10 a 25 secondes permettent d'obtenir deux 
champs electriques alternes. 

5 On visualise et on repere ensuite la taille de l'ADN par coloration au bromure 

d'6thidium de la partie du gel contenant le marqueur de taille et un double de l'ADN 
migre. Ainsi, l'ADN utilise par la suite n'est jamais endommag6 par ^'utilisation 
d'intercalant ou des Uvs. Apres dScoupage du gel, une coloration dans le bromure 
d'ethidium et une visualisation au Uvs permet de verifier la taille des fragments d'ADN 
1 0 effectivement recuperes. 

Sur la figure 1 armexee, on a represents le profil de migration de l'ADN extrait 
(piste 2), les pistes 1 et 5 representant le marqueur de taille commercialism par la soci&e 
BIOLABS sous la marque Lambda ladder PFG Marker et low range PFG marker. 

15 

Comme le montre la figure 1, le fragment d'ADN bacterien a une taille superieure a 
300 kB. Le fragment de taille compris entre 200 et 250 kB est probablement de l'ADN 
provenant de rh6te drosophile. Ceci demontre bien la capacite du precede a separer 
l'ADN cible du reste de l'ADN, tout d'abord grace au broyage et k la sedimentation 
20 differentielle sur gradient de densite (ADN genomique), puis grace a Telectrophordse en 
champ alterne (ADN mitochondrial). 

VII Recuperation de l f ADN 

Elle est effectuee au moyen dWe gelase (Epicentre TEBU) digerant Tagarose selon 
25 les indications donnees par le fournisseur 

La bande d'agarose contenant l'ADN est incubee dans trois volumes du 
tampon reactionnel de Tenzyme (1 heure a temperature ambiante); 

Le tampon est elimine et la bande d'agarose est incubee 5 minutes a 
70°C;L'agarose ainsi liquefie est equilibre a la temperature de 45°C pendant 5 
30 minutes; v - 

Une quantite d'enzyme de 1 a 3 unites de Gelase est ajout6e et Tensemble 
est incube 1 heure a 45°C jusqu'a complete digestion de l'agarose (la digestion 
est v6rifiee en plongeant le tube echantillon dans la glace); 

Soit TADN est directemeat utilise dans le milieu rSactionnel de la gelase 
35 pour des reactions enzymatiques ou tout autre manipulation, soit TADN est 

precipite a Tacetate d'ammonium comme decrit par le fournisseur (Epicentre 
Technologies) 
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EXEMPLE 2 : EXTRACTION DE LA FLORE BACTERIENNE DU SOL 



I - Materiel de depart : 7,5 g de sol sont repris dans 50 ml d'une solution tampon 
comprenant Saccharose 30 mM, BDTA 25 mM, TES 50 mM 

5 

n - Broyage du materiel 

a) on broie le materiel dans un bol broyeur au moyen d*un WaringBlender pendant 
1 minute a puissance maximale ; 

b) on reprend en tube Falcon 50 ml et on centrifuge a 6 000 rpm k 10° C pendant 10 
10 minutes ; 

c) on elimine du sumageant et on reprend le culot par 50 ml de NaCl 0,8 % ; 

d) on effectue 2 broyages de 1 minute au WaringBlender a puissance maximale 
avec une pause de 5 minutes entre deux dans la glace (refroidissement du broy§t 
de sol) ; 

15 e) on reprend le broy&t en tube Falcon 50 ml et on maintient dans la glace 

HI - Realisation de la sedimentation sur coussin de densite 

On prepare une solution de NYCODENZ k 60% poids/volume (30 g dans 50 ml 
finale d'eau ultrapure), correspondant a une densite de 1.32. On met alors en place un 
20 coussin de 10 ml de NYCODENZ dans le tube ultraclear, au moyen d\me pipette, sous la 
suspension issue du broyage. La sedimentation est alors acceleree pendant 10 minutes k 
une temperature de 4° C par centrifugation a 10 000 rpm, au moyen d'un rotor a godet 
mobile, sans frein du type TST 2838 (KONTRON). 

25 IV- Traitement de la fraction bact6rienne 

A Tissue de T6tape de sedimentation, on observe dans le tube ultraclear plusieurs 
couches successives de haut en bas : 

• couche 1 : fraction aqueuse translucide ; 

• couche 2 : fraction bact&ienne blanchatre ; 

30 • couche 3 : coussin translucide de NYCODENZ ; 

• couche 4 : sedimentation du sol 

On recupere 4 a 5 ml de la fraction bacterienne de la couche 2 au moyen dun cone 
sterile. On inactive ensuite les nucleases par incubation de la fraction bacterienne a 65° C 
35 pendant 10 minutes. Le volume recupere est repris par 20 ml d'eau ultrapure. On procede 
ensuite a une centrifugation sur rotor k godet pour culotter les bacteries a une vitesse de 9 
000 rpm k une temperature de 4° C pendant 20 minutes avec frein. Le sumageant est 
elimine et le culot bacterien est repris par environ 1,5 ml d'eau ultrapure. On procede 
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ensuite a une nouvelle centrifugation de lavage a 9 000 rpm a 4° C pendant 5 minutes. On 
elimine enfin le surnageant et on conserve le culot a -20° C. 

V - Preparation des blocs d'agarose et lyse 

5 

On r6pete l'exemple L 

VI - Electrophorese en champ alterne 

10 On positionne chacun des blocs lys6s dans les puits d'un gel d'agarose constitu6 de 

100 ml d'agarose low melting point (BIORAD) a 0,8 %. On soumet le gel d'agarose k une 
electrophorese en champ alterne au moyen d'un dispositif Chef DR II Pulsed Field 
Electrophoresis System (BIORAD) pour faire une electrophorese preparative. On utilise 
un tampon de migration constitue de TrisBorate EDTA (0.5x). La migration 

15 electrophoretique preparative est conduite sous une tension de 150V pendant 20 heures 
avec des impulsions de 10 a 25 secondes. 

De meme que dans l'exemple 1, L'ADN extrait k Tissue de la premiere migration est 
visualise et repere sur gel (voir piste 3 de la figure 1) 

20 

Les blocs d'agarose (environ 100 mg) sont alors recuperes et soumis a une 
restriction enzymatique par HindSL 

incubation 1 heure dans 500 \i\ de tampon de I'enzyme (IX) a 4°C. 
remplacement du tampon par 250 fxl du meme tampon avec 10U 
25 d'enzyme; 

incubation 2 heure dans la glace 

transfert a 37°C et incubation pendant lheure. 

On reprend le bloc d'agarose contenant l'ADN digere dans un gel d'agarose constitue 
30 de 100 ml d'agarose de Low Melting Point (Biorad) k 0,8%. On effectue ensuite une 
seconde migration electrophoretique en champs pulses sous une tension de 150V& 5/15 
secondes pendant 17 heures. Le "smear" de digestion est r6pere (Fig 2A);comme deerit ci- 
avant et des zones de gel sont decoupees selon la taille desiree. Les blocs sont ensuite 
dispos6s en sens inverse dans un nouveau gel strictement identique et soumis k une 
35 troisieme migration electrophoretique en champs pulsus dans des conditions strictement 
identiques (concentration). Les fragments d'ADN contenus dans les differentes bandes 
decoupees et concentres par la troisieme migration sont visualises (Fig 2B). Les fragments 
d'ADN concentres sont ensuite soumis a une quatrieme migration electrophoretique sous 
tension de 150V, 1/5 secondes pendant 10 heures. 
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VII - Recuperation de l'ADN 

On repete 1'exemple 1 . 

5 

EXEMPLE 3 ; EXTRACTION DE LA FLORE BACTERIENNE INTESTINALE 

I - Materiel de depart : on reprend 3 g de selles dans 50 ml de NaCl 0,8 % 

10 II - Broyage du materiel : le broyage est effectue au moyen d'un potter t6flon st6rile dans 
un cylindre en verre borosilicate ; 

a) broyage de 2-5 minutes dans la glace ; 

b) dans Fhypothese oil le broyage au potter ne sufSrait pas, on soumet la matiere a 
un broyage tres rapide en WaringBlender (5-10 secondes) ; 

15 c) on filtre le broyat sur de la gaze sterile. 

m - Realisation de la sedimentation sur coussin de density 

On prepare une solution de NYCODENZ k 30% poids/volume (15 grammes dans 
50 ml finale d'eau ultrapure) correspondant a une densite de 1,16. On met alors en place 
20 un coussin de 10 ml de NYCODENZ dans le tube ultraclear, au moyen d'une pipette, sous 
la suspension issue du broyage. La sedimentation est alors acceleree pendant 30 minutes a 
une temperature de 4° C par ultracentrifiigation a 9 000 rpm. 



IV - Traitement de la fraction bacterienne 

25 A Tissue de 1'etape de sedimentation, on observe dans le tube ultraclear plusieurs 

couches successives de haut en bas : 

• couche 1 : fraction aqueuse tres color6e ; 

• couche 2 : fraction bacterienne blanchatre ; 

• couche 3 : coussin translucide de NYCODENZ ; 

30 • couche 4 : culot correspondant aux debris organiques denses. 

On recupere environ 4 a 5 ml de la fraction bacterienne contenue dans la couche 2 
au moyen d'un cone sterile. On reprend le volume recupere par 20 ml d'eau ultrapure. On 
precede ensuite a une centrifugation par rotor k godet pour cidotter les bacteries a une 
35 vitesse de 9 000 rpm k une temperature de 4° C pendant 20 minutes avec frein. Le 
surnageant est elimine et le culot bacterien repris par environ 1,5 ml d'eau ultrapure. On 
procfede ensuite a une nouvelle centrifugation de lavage a 6 000 rpm et 4° C. On 61imine 
le surnageant et on conserve le culot k -20° C. 
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V - Preparation des blocs d f agarose et lyse 
On repete I'exemple 2. 
5 VI - Electrophorese en champ alterne 

On rep&e l'exemple 2. 

Sur la figure 1 annexSe, on a represents le profil de migration de TADN extrait 
10 (piste 4). On observe que la taille du fragment d'ADN extrait est sup6rieure a 300 kB. 

Vn - Recuperation de TADN 

On repete Texemple L 
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REVENDICATIONS 

1/ Precede d'extraction indirecte de d'ADN cible de taille superieure a 300 kB 
5 d'organismes non cultivables contemis dans un echantillon environnemental selon lequel : 

• on broie en milieu liquide ledit echantillon ; 

• on recupere le broyat obtenu ; 

• on sep are les organismes du reste du broyat par sedimentation sur coussin de 
densite superieure a 1 ; 

10 • on recup&re les organismes isoles a la surface du coussin que Ton inclut dans un 

bloc d 1 agarose ; 

• on extrait TADN par lyse dans le bloc d' agarose ; 

• on positionne le bloc dans un gel d'agarose que Ton soumet a au moins une 
electrophorese en champs alternes , 

15 • en fin, on recupere les brins d'ADN extraits. 

21 Procede selon la revendication 1, caracteris6 en ce qu'on soumet les brins d'ADN 
s6pares et purifies a Tissue de l'etape d'electrophorese en champ altern6 (premiere 
migration electrophor6tique), a une etape de restriction enzymatique suivie d'au moins 
20 une electrophorese en champ alteme (seconde migration electrophor&ique). 

3/ Procede selon la revendication 2, caract6ris6 en ce que l'etape de restriction 
enzymatique est suivie de deux electrophoreses en champs a!tern6s (seconde et troisieme 
migration electrophoretique). 

25 

4/ Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que les seconde et troisieme 
migrations sont conduites sur un meme gel, 1' orientation de migration des fragments 
d'ADN entre la seconde et la troisieme migration 6tant inversfe. 

30 5/ Proc6de selon la revendication 2, caract6rise en ce que l'etape de restriction 

enzymatique est suivie de trois electrophoreses en champs altern£s (respectivement 
seconde, troisieme et quatrieme migration electrophoretique). 

6/ Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que les seconde et troisieme 
35 migrations sont conduites sur deux gels differents, Porientation de migration des 
fragments d'ADN entre la seconde et la troisieme migration etant inversee. 

7/ Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que le sens d' orientation de la 
quatrieme migration est identique k celur de la troisieme migration. 
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8/ Precede selon la revendication 1, caracterisS en ce qu'on recupere les biins 
d' ADNs par electroelution ou digestion de Tagarose. 

5 91 Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que Pechantillon 

environnemental est un insecte. 

10/ Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que T ADN est extrait k partir 
d'eeufe non fecondSs de femelles vierges de drosophile. 

10 

11/ Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que Techantillon 
environnemental est un echantillon de sol, une sous-fraction granulometrique ou une 
fraction de la couche superficielle du sol. 

15 12/ . Procede selon la revendication 1, caracteris6 en ce que l'echantillon 

environnemental se presente sous forme d'un echantillon biologique humain ou animal. 

r 

13/ Procede selon la revendication 12, caract&ise en ce que l*6chantillon biologique 
se presente sous forme de feces d'origine humaine. 

20 

14/ ADN de taille sup&ieure k 300 fcB, susceptible d'etre obtenu par le procede 
objet de Tune des revendications 1 k 13. 

15/ Librairie d'ADN constitute par des fragments d'ADN recup6res a Tissue du 
25 procede objet de Tune des revendications 1 a 13. 

16/ Utilisation de la librairie objet de la revendication 15 pour le criblage 
moleculaire, phenotypique ou chimique. 
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